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有効性や安全性を確認する第 2 相試験、大規模に有効性と安全性を検証する第 3 相試験が
行われ、良好な試験結果が得られれば、厚生労働省へ承認申請が行われる。一般的に研究
開発の中でも最も費用のかかる第 2 相から第 3 相試験の成功確率を高めることが最重要課










開発が可能になると考えられる [4]。実際、治療選択肢として EGFR 阻害薬や ALK 阻害薬
など様々な分子標的薬が存在する非小細胞肺がんでは EGFR 変異や ALK 再構成の同定試





2. SDHB 欠損がんにおける創薬標的経路の探索  
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 コハク酸デヒドロゲナーゼ（Succinate Dehydrogenase, SDH）は SDHA, SDHB, SDHC, 
SDHD の 4 つの Subunit から構成され、ミトコンドリアの TCA サイクル及び、電子伝達系
酵素複合体（Mitochondrial Complex II）の両方で働く重要な分子である。SDH それぞれの
サブユニットをコードする遺伝子配列における不活性型ミスセンス変異や、Loss of 
Heterogeneity（LOH）、それらに伴う活性や発現の低下は家族性褐色細胞腫や家族性傍神
経節腫の原因となり [7-12]、また Gastrointestinal stromal tumors（GIST）、腎がん、大腸
がんや胃がん、卵巣がんなどで高頻度に検出されることから [13-22]、SDH はがん抑制遺
伝子として考えられている。SDH Subunit の中でもがんにおける変異は SDHB 遺伝子に特
に多く見られ [16, 23]、SDHB 変異を持つがんは悪性度が高く [11]、予後不良のケースが多






 これまでの報告で、SDHB 変異がんや SDHB を実験的に欠損させた細胞ではミトコンド
リア Complex II 活性の低下や酸素消費速度の低下など、ミトコンドリア機能の低下をきた
すことが報告されている [24, 25]。また、SDH 欠損がんでは基質であるコハク酸が蓄積し、
それが HIF-α プロリン水酸化酵素を阻害した結果、HIF-1α の安定化及び活性化を導くこと
や [24-27]、SDH 欠損の結果、蓄積したコハク酸が α-ケトグルタル酸依存的なヒストン及
び DNA脱メチル化酵素を阻害することで DNA 過剰メチル化をもたらすことが知られてい
る [27, 28]。さらに、SDHB ノックアウト細胞では、Pyruvate Carboxylase(PC)の活性化が
見られ、グルコース由来炭素源のアスパラギン酸合成への利用を活性化した PC を介して
補っており、SDHB ノックアウト細胞増殖は PC に依存することが報告されている [29, 30]。 




腸がんの細胞株を用いて [20]、CRISPR/Cas9 ノックアウトシステムにより SDHB 欠損モデ
ルの細胞株を樹立し、SDHB 欠損がんの代謝パターンなどの特性を評価した。SDHB 欠損
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がんの特性を明らかにすることで、SDHB 欠損がんの増殖の依存性（脆弱性）の探索、即




Vacuolar (H +)-ATPase（V-ATPase）は、ATP を加水分解する細胞質内 V1 ドメインとプ
ロトンを細胞質から内腔に移行させる膜貫通型 V0 ドメインを持ち、複数のサブユニット
で構成される ATP 依存性プロトンポンプである [31, 32]。 ATP の加水分解エネルギーを用
い、V-ATPase はプロトンを内腔に輸送し、内腔の pH を酸性に維持する [33]。V-ATPase
は、リソソーム、エンドソーム、分泌小胞などの様々な細胞内のコンパートメントに存在
し、膜輸送、タンパク質プロセシング、およびタンパク質分解において機能する [34, 35]。 
V-ATPase は、腫瘍の微小環境を酸性に維持することも重要な役割を果たし、多くの種
類の転移性がんにおいて過剰発現が認められる  [36]。V-ATPase は、オートファジー [37]
や腫瘍の重要な栄養素である細胞外液の取り込み（エンドサイトーシス）に働くので、こ




せ [40]、アミノ酸によって誘導される mTOR 活性化を阻害する [41, 42]。さらに、V-ATPase
発現は化学療法剤によって誘導され、化学療法抵抗性がん細胞で亢進することも報告され
ている [43, 44]。  
これらの知見は、V-ATPase ががんの魅力的な治療標的であることを示している。いく
つかの前臨床試験に関する報告では、V-ATPase 阻害剤の抗腫瘍効果を示しているが






















1. SDHB 欠損がんにおける創薬標的経路の探索  
 
1.1 細胞株  
ヒト大腸がん細胞株 HCT-116およびヒト腎がん細胞株 Caki-2は、American Type Culture 
Collection（Manassas、VA、USA）より購入した。 HCT-116 細胞は 10％ウシ胎児血清（Fetal 
Bovine Serum：FBS）（HyClone、SH30071.03）含有 McCoy's 5A（ギブコ）で、Caki-2
細胞は 10％  FBS 含有 RPMI-1640（和光純薬工業、189-02025）で、37℃、5% CO2 環境
下で培養した。  
 
1.2 SDHB ノックアウト細胞株の樹立  
HCT116 細胞を 1.5 ×104 cells/3 ml/well で 6 ウェルプレート（コーニング）に播種し、
一晩培養後に培地を交換した。SDHB CRISPR/Cas9 ノックアウトプラスミド (サンタクル
ー ズ ) 及 び SDHB homology directed repair (HDR) Plasmid ( サ ン タ ク ル ー ズ , 
sc-401529-HDR)を 1 μg ずつ、150 μlの Opti-MEM（ギブコ）中で混合し、Lipofectamine 2000 
（サーモフィッシャーサイエンティフィック）8 μl を含む Opti-MEM と 1:1 で混合した。
室温で 20 分放置した後、HCT116 細胞に SDHB ノックアウトプラスミドを添加、導入し
た。コントロール CRISPR/Cas9 プラスミド（サンタクルーズ）についても同様に、HCT116
細胞に導入した。48 時間後、ピューロマイシン（シグマ）を 2 μg/ml で加え、1 週間細胞
の選択を行った。SDHB ノックアウトプラスミドを導入した細胞の一部はこの時点でポリ
クローンとして回収した。96 ウェルプレート（コーニング）に 1 cell/100 μl/well になるよ
うに播種し、シングルクローン由来の細胞が増えたウェルについて細胞を回収し、ウエス
タンブロッティング法により SDHB のタンパク質発現を確認した。ρ0 細胞のようなミト
コンドリア電子伝達機能の欠損細胞は、ウリジンおよびピルビン酸の添加なしでは増殖で
きないとの報告より [50]、細胞の培養液には 10％FBS 含有 McCoy's 5A に 1 mM ピルビン
酸ナトリウム（ギブコ）と 0.05 mg/ml ウリジン（シグマ）を加えたものを使用した。  
 
1.3 ゲノム DNA の抽出とゲノム DNA の SDHB コピー数解析  
ゲノム DNA は QIAmp DNA Mini Kit（キアゲン）で、プロトコールに従って抽出した。
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抽出した DNA は、ND-1000 spectrophotometer (Nano Drop Tecnologies)を用いて、品質
チェックと DNA 濃度測定を行った。  
TaqMan® Universal PCR Master Mix（アプライドバイオシステムズ , 4304437）に 50 ng
のゲノム DNA とアプライドバイオシステムズ社 Custom TaqMan® Assay Design Tool
（https://www5.appliedbiosystems.com/tools/cadt/）で設計した SDHB プライマーとレポ
ータープローブを混合した反応液を 1 反応分加えた。内部標準として TaqMan® RNase P 
コントロール Reagents Kit（サーモフィッシャーサイエンティフィック）を用い、ゲノム
DNA の SDHB コピー数を測定した。定量 PCR（qPCR）は 95℃で 10 分間を 1 サイクル、




・ SDHB exon2 ノ ッ ク ア ウ ト サ イ ト の プ ラ イ マ ー 配 列  (forward 
5'-CCCCGTATCAAGAAATTTGCCATCT-3'; reverse 
5'-GTCTGCATATGAGGTTTGTCTCCA-3') 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ 配 列
（5'-ATCGATGGGACCCAGACAA-3'）  
・SDHB exon3 のプライマー配列  (forward 5'-CCCCATGGTATTGGATGCTTTAATC-3'; 
reverse 5'-CTCTGCATGATCTTCGGAAGGT-3') 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ 配 列
（5'-AAGTAGAGTCAACTTCATTCTT-3'）  
・ ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 配 列  (forward 5'-ACCACGCCGGAGAGC-3'; reverse 
5'-CCGGGAACCGCTCAACTC-3') 、 レ ポ ー タ ー プ ロ ー ブ 配 列
（5'-ACACCGCCCCCGCTTC-3'）  
 
1.4 PCR、アガロースゲル電気泳動及びシークエンシング解析  
 SDHB exon2 ノ ッ ク ア ウ ト サ イ ト に 跨 る よ う に 設 計 し た Forward プ ラ イ マ ー  
(5'-ATCCAGCGTTACATCTGTTGTGCCAGCAAAATGG-3')とReverseプライマー  
(5'-GTCTTGAACTCCCAACCTCAGATGATCTGCCCG-3')、KOD Fx Neo （東洋紡、KFX-201） 
を用いて、ゲノムDNAをPCR法で増幅した。PCRは94℃  2分で初期変性を行い、94℃  15 秒、
61℃  30秒、68℃  30 秒を30サイクルで行った。増幅したゲノムDNA をアガロースXP（和
光純薬工業）を用いて作成した2%アガロースゲルで泳動し、DNAバンドを確認した。目的
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のサイズのゲルを切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit（キアゲン）を用いてプロトコー
ル通りにゲルを精製した後、シークエンス解析を依頼した（ファスマック）。  
 
1.5 SDHB 細胞の増殖試験  
SDHB ノックアウト細胞株の樹立の際と同じ培養液を用いて、HCT116 コントロール細
胞、SDHB ノックアウト細胞を 3000 cell/100 μL/well で 96 ウェルプレート（コーニング）
に播種し、Day 0 から Day 4 の細胞増殖を Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay 
（プロメガ）を用い、プロトコルに従って測定した。  
 
1.6 ウエスタンブロッティング  
細胞を Phosphate-buffered saline (PBS)（和光純薬工業）で洗浄後、62.5 mM Tris-HCl
（和光純薬工業）、10%グリセロール（和光純薬工業）、1% SDS (和光純薬工業 )で作製し
た細胞溶解液で溶解し、100℃で 5 分間加熱した。BCATM Protein Assay Kit（サーモフィ
ッシャーサイエンティフィック）でタンパク質定量を行い、3-Mercapto-1,2-propanediol
（和光純薬工業）を用いて、サンプルを調整した。タンパク質量を揃えたサンプルを、
7.5-15%の SDS-PAGE ゲル (DRC)で電気泳動した後、ゲル中のタンパク質を PVDF メンブ
レン（和光純薬工業）に転写した。ブロックエース (DS ファーマバイオメディカル )或いは
Starting Block T20 (PBS) Blocking Buffer（サーモフィッシャーサイエンティフィック）で
メンブレンをブロッキングした後、β-actin、MDH1、OGDH 抗体は 10%ブロックエースを
含む 1×PBST（1×PBS に 0.2% Tween 20 (和光純薬工業 )を添加）で希釈し、4℃で一晩
反応させた。それ以外の抗体は Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution（東洋
紡)で希釈し 4℃で、一晩反応させた。1×PBST で洗浄後、1:2000 で同様に希釈した HRP
結合抗マウスイムノグロブリン (eBioscience)或いは HRP 結合抗ウサギイムノグロブリン
(eBioscience)を室温で１時間反応させ、 ImmunoStar Zeta（和光純薬工業）或いは
ImmunoStar LD（和光純薬工業）を用いて、LAS-3000 image analyzer（富士フイルム）で
タンパク質強度を測定した。バンド強度は Multi Gauge Ver. 3.1（富士フイルム）を用いて、
数値化した。抗体は以下のものを使用した。anti-SDHB (マウスモノクローナル、アブカム、
ab14714、1:5000)、anti-SDHA (ウサギポリクローナル、アブカム、ab66484、1:5000)、
anti-β-actin (HRP conjugate、ウサギモノクローナル、Cell Signaling Technology、#5125、
1:5000)、anti-pyruvate dehydrogenase (ウサギポリクローナル、Cell Signaling Technology、




クエン酸  synthase (ウサギモノクローナル、Cell Signaling Technology、#14309、1:5000)、
anti-iso クエン酸  dehydrogenase 1 (IDH1) (ウサギモノクローナル、 Cell Signaling 
Technology、#8137、1:5000)、anti-oxoglutarate dehydrogenase (OGDH) (ウサギポリクロ
ー ナ ル 、 Cell Signaling Technology 、 #13407 、 1:5000) 、 anti-dihydrolipoamide 
S-succinyltransferase (DLST) (ウサギモノクローナル、Cell Signaling Technology、#11954、
1:5000)、anti-succinyl-CoA synthetase (ウサギポリクローナル、Cell Signaling Technology、
#5557、1:5000)、anti-fumarase (ウサギモノクローナル、Cell Signaling Technology、#4567、
1:5000)、  anti-malate dehydrogenase 1 (MDH1) (ウサギモノクローナル、アブカム、
ab181091、1:5000)、anti-MDH2 (ウサギモノクローナル、Cell Signaling Technology、#11908、
1:5000)、 anti-glutamic-oxaloacetic transaminase 2 (GOT2) (ウサギポリクローナル、
Protein Tech、14800-1-AP、1:5000)、anti-PHGDH (マウスモノクローナル、アブカム、
ab57030 、 1:1000) 、 anti-PSAT1 ( マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 Abnova Corporation、
H00029968-A01、1:1000)、anti-phosphoserine phosphatase (PSPH) (ウサギポリクローナ
ル、シグマ、HPA020376、1:1000)、anti-c-Myc (ウサギモノクローナル、Cell Signaling 
Technology、#5605、1:5000)及び anti-cleaved PARP (ウサギモノクローナル、Cell Signaling 
Technology、#9541、1:5000)。  
 
1.7 酸素消費速度（Oxygen Consumption Rate：OCR）と細胞外酸性化速度（Extracellular 
Acidification Rate：ECAR）の測定  
 HCT116 細胞株をコラーゲンコートした XF 細胞培養マイクロプレート (Seahorse)に
5×10
3 
cells/well で播種し、24 時間培養した。25 mM グルコース、1 mM ピルビン酸ナトリ
ウム、2mM Glutamax が入った XF アッセイ培養液 (pH 7.4, Seahorse)に置換し、1 時間 CO2
フリーインキュベーターで培養した。その後、細胞外フラックスアナライザー XF96 
(Seahorse)を用いて ECAR 及び OCR の測定を行った。なお、細胞数は CyQUANT® Cell 
Proliferation Assay Kit （サーモフィッシャーサイエンティフィック）を用いて計測し、細
胞数で補正を行った。  
 
1.8 キャピラリー電気泳動 -質量分析計（CE-MS）を用いた代謝物解析  
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McCoy's 5A に 10% FBS、1 mM ピルビン酸ナトリウムと 0.05 mg/ml ウリジンを加えた
培養液を用いて、HCT116 コントロール細胞、SDHB ノックアウト細胞を 8×105 cells/10 




析計（CE-MS）を用いて代謝物濃度の測定及び解析を行った [51]。  
 






10% FBS 添加 RPMI-1640（和光純薬工業 , 189-02025)を用いて、HCT116 コントロー
ル細胞、SDHB ノックアウト細胞を 1×106 cells/10 ml/plate で 10cm ディッシュ（コーニ
ング）に播種した。一晩培養後、グルコーストレーサー解析用サンプルは、グルコースを
含まない RPMI-1640（和光純薬工業 , 185-02865)に 10% FBS 及び 2 g/L 13C6-グルコース
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.)を加えた培地に置換し、所定時間培養した。グルタ
ミントレーサー解析用サンプルはグルタミンを含まない RPMI-1640(和光純薬工業 , 
183-02165) に 10% FBS 及 び 300 mg/L 13C5,
15
N2- グ ル タ ミ ン (Cambridge Isotope 
Laboratories, Inc.)を加えた培地に置換し、所定時間培養した。生理食塩水（大塚製薬）で
洗浄後、メタノールを用いて代謝物を抽出し、Agilent 7200 Accurate-Mass Quadrupole 
Time-of-Flight (Q-TOF) GC/MS（アジレント）を用いて代謝物測定及び解析を行った。  
 
1.10 SDHB 細胞のグルコース或いはグルタミン除去培地での感受性試験  
SDHB ノックアウト細胞株の樹立の際と同じ培養液を用いて、HCT116 コントロール細
胞を 2500 cell/100 μL/well で、SDHB ノックアウト細胞を 3500 cell/100 μL/well で 96 well
プレート（コーニング , 3903）に播種した。一晩培養後、グルコース除去感受性試験では、
RPMI-1640 (和光純薬工業 , 189-02025)とグルコース不含 RPMI-1640 (和光純薬工業 , 
185-02865)を用いて、通常培地でのグルコース濃度である 2 g/L グルコース添加培地
（+Glc）、1 g/L グルコース添加（+1/2 Glc）、グルコース無添加（ -Glc）培地中で各細胞を
4 日間培養し、Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay（プロメガ）で細胞生存性
を測定した。グルタミン除去感受性試験では、RPMI-1640（和光純薬工業 , 189-02025）と
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グルタミン不含 RPMI-1640（和光純薬工業 , 183-02165）を用いて、通常培地でのグルタ
ミン濃度である 300 mg/Lグルタミン添加培地（+Gln）、150 mg/Lグルタミン添加（+1/2 Gln）、
グルタミン無添加（ -Gln）培地中で各細胞を 4 日間培養し、Cell Titer-Glo® Luminescent Cell 
Viability Assay（プロメガ）で細胞生存性を測定した。  
 
1.11 SDHB 細胞の薬物反応性試験  
SDHB ノックアウト細胞株の樹立の際と同じ培養液を用いて、HCT116 コントロール細
胞を 2500 cell/100 μL/well で、SDHB ノックアウト細胞を 3500 cell/100 μL/well で 96 well
プレート（コーニング）に播種した。一晩培養後、所定の濃度の 2-deoxy-D-glucose（シ
グ マ ） 、 phenformin （ 和 光 純 薬 工 業 ） 、 dehydroepiandrosterone （ 東 京 化 成 ） , 
5-pentadecylresorcinol（シグマ）、 CBR-5884 (Focus Biomolecules)、 NHI-2 (Focus 
Biomolecules)、Compound 968 (論文報告の通りに合成  [52])、CB-839 (Selleck Chemicals)、
JQ1 (論文報告の通りに合成 [53])、I-BET151 (論文報告の通りに合成 [54])、I-BET762 (論文
報告の通りに合成 [55])、PFI-1 (論文報告の通りに合成 [56])を添加し、4 日後に細胞の生存
性を Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay で測定した。細胞増殖阻害カーブは
対照細胞のパーセンテージとしてプロットし、50％の細胞増殖阻害率（GI50）を GraphPad 
Prism version 6 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)を用い、variable slope
を有するシグモイド曲線を描くことで算出した。JQ-1 処理時のタンパク質発現解析では、
記載した濃度の JQ-1 を細胞播種の 24 時間後に添加し、38 時間培養し、免疫ブロッティ
ングを行った。  
 
1.12 RNA 干渉実験  
Caki-2 細胞を 96 ウェルプレート（コーニング）に  2000 cells/100 μL/well で播種し、
10 nM の Silencer Select Predesigned SDHB siRNA（siSDHB、s12653、サーモフィッシ
ャーサイエンティフィック）或いは Silencer Select ネガティブコントロール  siRNA #2 
（サーモフィッシャーサイエンティフィック）を Dharmafect 1 トランスフェクション試
薬（GE Healthcare Dharmacon）を用いて導入した。48 時間後、種々濃度の JQ-1 を添加
し、3 日後に細胞の生存性を Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay で評価した。
Caki-2 細胞を 6 well プレートに 6×10 4 cells / 2 mL /well で播種し、同様の方法で 10 nM
の siSDHB 或いはネガティブコントロール siRNA を導入し、48 時間後に細胞を回収し、
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siSDHB のノックダウン効率をウエスタンブロッティング法で確認した。  
 
1.13 統計解析  
HCT116 コントロール細胞と SDHB ノックアウト細胞＃7 との間の p 値はスチューデン
ト t 検定によって検定した。細胞増殖試験におけるコントロール群と薬剤治療群との間の
差異は、Williams 法によって検定した。スチューデント t 検定では 0.05 未満、Williams 法




























1. SDHB 欠損がんにおける創薬標的経路の探索  
 
1.1 SDHB ノックアウト細胞株の樹立  
2 倍体で 2 コピーの SDHB を持つ HCT116 細胞株において、CRISPR/Cas9 ノックアウ
トプラスミドを導入し、2 つのシングルクローンの SDHB homogenous ノックアウト細胞
（SDHB ノックアウト細胞#7 及び SDHB ノックアウト細胞#23）のゲノムにおける SDHB 
Exon2 ノックアウトサイトのコピー数を qPCR により調べると、コントロールベクターを
導入した HCT116 細胞（コントロール細胞）と比べて、シングルクローン化する前のポリ
クローンでは僅かに減少し、SDHB ノックアウト#7 及び SDHB ノックアウト#23 ではその
コピー数が半減していた（図 1A）。一方でノックアウトサイトではない SDHB Exon3 のコ
ピー数はそれぞれの細胞間で差はなく、また相同性配向型修復  (Homology Directed Repair, 
HDR)プラスミドにより挿入されるピューロマイシン耐性遺伝子が、SDHB ノックアウト細
胞#7 及び SDHB ノックアウト細胞#23 で検出された。SDHB Exon2 ノックアウトサイト
のゲノムを PCR により増幅し、アガロースゲル泳動で増幅産物量を確認すると、SDHB
ノックアウト細胞#7 及び SDHB ノックアウト細胞#23 では SDHB Exon2 ノックアウトサ
イトの増幅産物量が半分程度減少していた（図 1B）。そこで、シークエンシングにより
SDHB ノックアウト細胞#7 及び SDHB ノックアウト細胞#23 の Exon2 のゲノム配列を調





ウトされた SDHB ノックアウト細胞#7 と#23 は、実際にタンパク質レベルで SDHB の発
現が消失していることから（図 1E）、目的の SDHB ノックアウト細胞株が樹立できた。SDH
の別のサブユニットである SDHA の発現は影響を受けていないことも確認できた（図 1E）。 
 
1.2 SDHB ノックアウト細胞株の特性評価  
細胞播種 48、96 時間後のコントロール細胞と SDHB ノックアウト細胞#7 及び#23 の代
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謝物をキャピラリー電気泳動 -質量分析計（CE-MS）を用いて調べると、コントロール細胞













それぞれの細胞の増殖速度を Cell-titer glo assay で比較すると、コントロール細胞は細胞
播種 4 日後、約 17 倍増殖しているのに対して SDHB ノックアウト細胞は 6 倍弱と、増殖
速度はコントロール細胞と比べて遅いことが分かった（図 2G）。  
SDHB ノックアウト細胞で亢進している解糖系代謝の中で、どの経路が特に変化してい
るか、解析した代謝物を調べてみると、解糖系代謝経路の模式図（図 2H）中で特に変化の
大 き か っ た も の は Glucose-6-Phosphate 、 Fructose-6-Phosphate 、 Fructose-1, 
6-bisphosphate 、 Glyceraldehyde-3-Phosphate な ど の 解 糖 系 代 謝 の 上 流 や
6-Phosphogluconate 、 Ribulose-5-Phosphate 、 Ribose-5-Phosphate 、 Sedoheptulose  
7-Phosphate などのペントースリン酸経路（Pentose Phosphate Pathway：PPP）の代謝
物が SDHB ノックアウト細胞で軒並み増加していた（図 2H）。一方、3-phophoglycerate
か ら 下 流 の 解 糖 系 代 謝 産 物 レ ベ ル （ 3-phophoglycerate, 2-phosphoglycerate と
Phosphoenol pyruvate）はほとんど変化がなかった（図 2H）。Dihydroxyacetone phosphate、
Glycerol-3-Phosphate の代謝物も増加していたため、SDHB ノックアウト細胞における解
糖系由来のリン脂質合成経路の亢進も示唆された（図 2H）。また、SDHB ノックアウト細
胞では、セリンレベルも 48 時間で顕著に増加し（図 2H）、セリン生合成に働く
phosphoglycerate dehydrogenase (PHGDH) 及 び phosphoserine aminotransferase 1 
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1.3 SDHB ノックアウト細胞株の解糖系代謝依存  





2-DG に対して、高い感受性を示した（図 3A, B）。一方、ミトコンドリア Complex I 阻害
薬である Phenformin 処理によりコントロール細胞では増殖抑制効果が見られたが、SDHB
ノックアウト細胞の増殖はほとんど影響を受けなかった（図 3C）。以上より、TCA サイ













1.4 SDHB ノックアウト細胞株における TCA サイクルへのグルコース由来炭素源の寄与  
次に SDHB ノックアウト細胞でのグルコース由来の炭素源の TCA サイクルでの利用に
ついて検討した。図 4A に示すように、グルコース由来の炭素源はピルビン酸に変換され、  
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Pyruvate dehydrogenase（PDH）及び Pyruvate Carboxylase (PC)を介して 2 つの異なる
経路で TCA サイクルに入る。PDH を介した代謝産物であるコハク酸(m + 2)の割合は、
SDHB ノックアウト細胞およびコントロール細胞の両方で時間と共に増加することから、
PDH を介したグルコース由来の炭素源の TCA サイクルへの流入が確認できた（図 4B）。
SDHの statusから予想した通り、SDHBノックアウト細胞ではコントロール細胞と比べて、
PDH を介した SDH 生成物フマル酸(m + 2)は明確に減少しており、SDH の基質であるコハ
ク酸(m + 2)は顕著に上昇していた（図 4B）。一方で、PC を介したフマル酸 (m + 3)やコハ
ク酸(m + 3)の割合はコントロール細胞でフマル酸 (m + 2)、コハク酸(m + 2)と比べて低い
ことより PCを介した反時計回りのグルコース由来炭素源の流れの寄与は PDHを介したも
のより少ないことが分かった（図 4B, C）。しかしながら、SDHB ノックアウト細胞ではコ
ントロール細胞と比べて、PC を介したリンゴ酸 (m + 3)とアスパラギン酸 (m + 3)の割合は
同等かより高いことが分かった（図 4D）。さらに、SDHB ノックアウト細胞ではコントロ
ール細胞と比べて、PDH 発現レベルは変わらないが PC 発現レベルが増加していることが
認められた（図 4E）。以上の結果をまとめると、SDHB ノックアウト細胞では SDH 欠損の




1.5 BET Bromodomain 阻害薬に対する SDHB ノックアウト細胞株の高感受性  
化合物スクリーニングにより、Bromodomain and extra-terminal (BET) 阻害剤  JQ1 が
SDHB ノックアウト細胞の増殖をコントロール細胞よりも強く抑制した（図 6A）。JQ1 は
c-Myc を下方制御することが知られており、c-Myc は解糖系代謝及びグルタミノリシスを
制御することが報告されているため、合理的な結果であると考えられる [57, 58]。SDHB ノ
ックアウト細胞はコントロール細胞と比較して、JQ1 に対して GI50 で 13 から 23 倍高い感
受性を示した（図 5A）。また、I-BET151、I-BET762 及び PFI-1 の異なるケモタイプの BET
阻害剤も同様に SDHBノックアウト細胞の増殖をコントロール細胞よりも強く阻害するこ
とが確認された（図 5B）。JQ1 処理によりアポトーシス誘導マーカーである Cleaved 
poly-(adenosine diphosphate ribose) polymerase (PARP)が、コントロール細胞よりも
SDHB ノックアウト細胞においてより明確に誘導された（図 5C）。また腎細胞がん細胞株
Caki-2 においても、siRNA による SDHB ノックダウンが、JQ-1 に対する感受性を増強す
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ることを確認した（図 5D, E）。  
次に我々は、SDHB ノックアウト細胞における BET 阻害剤による c-Myc の下方制御と増
殖抑制効果との関係について、検証した。SDHB ノックアウト細胞における c-Myc のタン
パク質発現は、定常状態でコントロール細胞と比べて、65〜87%と減弱しており（図 5C）、
JQ1処理により SDHBノックアウト細胞における c-Myc 発現はコントロール細胞と比べて、
より低濃度から強く下方制御を受けることが分かった（図 5C）。 c-Myc は、Uridine 
diphosphate (UDP)-N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc)が Thr58 に修飾される O-GlcNAc
化によって安定化されることが報告されている [59, 60]。UDP-GlcNAc レベルが、SDHB ノ
ックアウト細胞において有意に減少し（図 5F）、それが SDHB ノックアウト細胞における
定常状態の c-Myc レベルの低下または BET 阻害剤による c-Myc 発現のより顕著な下方制
御をもたらした可能性が考えられる。  
 さらに、コントロール細胞及び SDHB ノックアウト細胞において、JQ-1 処理による細
胞内代謝物の変化を調べた。解糖系代謝経路における代謝物に関しては、コントロール細
胞及び SDHB ノックアウト細胞の間に顕著な差はなかったが（データは示さず）、JQ-1 処
理後、フマル酸、リンゴ酸、アスパラギン酸及びクエン酸など、TCA サイクルにおける代
謝物レベルが SDHBノックアウト細胞よりもコントロール細胞においてより明確に増加し
た（図 5G）。TCA サイクル中で、Nicotinamide adenine dinucleotide(NADH) は NADH の  酸
化型の NAD+を基質として用いた反応により生成される。NADH/NAD+比はコントロール細
胞では増加したが、SDHB ノックアウト細胞では同等或いは減少した（図 5G）。   
 
1.6 考察  
本研究において、SDHB ノックアウト細胞を樹立し、SDHB 欠損がんが TCA サイクル優
位から解糖系優位へと代謝シフトを起こし、生存のために適応していることを明らかにし、
SDHB 欠損がんは 2DG に高感受性を示すこと即ち、解糖系代謝に依存することを示した。
これらの知見に加えて、標識されたグルコースを用いたトレーサー実験では、SDHB ノッ
クアウト細胞が  TCA サイクルでの必要最低限の代謝物量を維持するために、PC 発現レベ
ルの増加することで、PDH および PC の両方の経路によってピルビン酸を代謝してコハク
酸及びフマル酸を生成し、SDHB ノックアウト細胞は SDH 機能不全の影響を補っているこ
とを示した。これらの結果は、Cardaci らや Lussey-Lepoutre らの報告と一致している [29] 
[30]。  
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しかし、我々の結果では SDHB 欠損がんではグルコース由来炭素源の PC を介したアス
パラギン酸 (m + 3)への寄与は少なく、SDHB 欠損がん増殖における PC 依存的なアスパラ
ギン酸合成の重要性を主張する上記 2 報とは異なる結果を得た。  
我々の SDHB ノックアウト細胞では、グルタミンの還元的カルボキシル化は抑制された
が、SDHB 欠損による SDH 以下への流れは遮断しているにもかかわらず、コハク酸までの
酸化的グルタミノリシスは活性化していた。これと一致して、コントロール細胞と比べて
SDHB ノックアウト細胞において Glutaminase1 の発現レベルが増加していた。グルタミ
ノリシスにおけるグルタミンからコハク酸への変換の中で、Adenosine triphosphate (ATP)
を生成するためのいくつかの酵素反応が含まれる。α-Ketoglutarate dehydrogenase による
α-ケトグルタル酸  から Succinyl-CoA を生成する反応では NADH が作られ、それがミトコ
ンドリア電子伝達系に入り 3 分子の ATP が合成される。また、Succinyl-CoA Synthetase
による Succinyl-CoA からコハク酸の生成反応で ATP が産生される。SDHB ノックアウト
細胞はコントロール細胞と比べて Glutaminase1 阻害薬 Compound 968 および CB-839 に
対して高い感受性を示したが、これは TCA サイクルを回せず ATP 産生効率の悪い SDHB
ノックアウト細胞においては、酸化的グルタミノリシス活性化に伴う α-Ketoglutarate 
dehydrogenase や Succinyl-CoA Synthetase による ATP 産生が重要である可能性が考えら
れる。  
化合物スクリーニングにより、BET 阻害剤 JQ1 による SDHB ノックアウト細胞の特異
的な増殖抑制が認められた。また、いくつかのケモタイプの BET 阻害剤でも SDHB ノッ
クアウト細胞特異的な増殖抑制効果が示せたことより、この効果はオンターゲット効果で
ある可能性が高いことが示唆された。BET 阻害剤が c-Myc 発現を下方制御し、c-Myc が解
糖系代謝およびグルタミノリシスに関わる遺伝子発現を転写調節することが報告されてい
るため、BET 阻害剤によるこの SDHB ノックアウト細胞特異的な増殖抑制効果は c-Myc
制御に関連していると考えられる [57, 58]。  
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ントロール細胞よりも定常状態で低い c-Myc タンパク質レベルを示していた。BET 阻害剤
による SDHB ノックアウト細胞特異的な増殖抑制効果は、定常状態ではコントロール細胞
と比べてやや減弱している SDHB ノックアウト細胞の c-Myc 発現が、JQ1 処理により低濃
度から下方制御の影響を受けたことに起因すると考えられる。SDHB ノックアウト細胞に
おける低い c-Myc タンパク質レベルは、解糖系代謝の亢進に関連している可能性が考えら
れる。c-Myc の安定化は O-linked β-N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) transferase による
Thr58 への O-GlcNAcylation によるものであるとの報告があり [59, 60]、その際に基質とし




UDP-GlcNAc の欠如により O-GlcNAcylation および c-Myc の安定性が低下している可能性
が考えられ、UDP-GlcNAc レベルは実際に、SDHB ノックアウト細胞で有意に減少してい
た。BET 阻害剤による SDHB 欠損がんの増殖抑制作用の正確な作用機序を解明したい。  
腎細胞がんで SDHB の変異または欠損が高頻度で検出されている [16, 17, 23]。我々は
SDHB をノックダウンした腎臓がん細胞株でも BET 阻害剤 JQ-1 に対する感受性の増強を
確認した。よって、今回大腸がん細胞株 HCT116 を用いてきたが、SDHB 欠損細胞に対す
る JQ-1 の特異的な増殖抑制効果は、大腸がんに限定されないと考える。  
我々は、SDHB 欠損がんの増殖は解糖系代謝及びグルタミノリシスの代謝経路に依存す
る代謝特性を解明し、その知見から解糖系代謝酵素やグルタミノリシスを制御する c-Myc
の downregulator BET 阻害剤に SDHB 欠損がんは脆弱性を示すことを見出した。本研究よ
り SDHB 欠損がんにおいて BET 阻害剤が有効な治療薬となる可能性が示された。  























図 1 SDHB ノックアウト細胞株の樹立  
A. HCT116 親株、コントロール細胞（コントロールベクターを導入した HCT116 細胞）、
SDHB ノックアウトポリクローナル細胞、SDHB ノックアウト＃7 および＃23 細胞におけ
る SDHBゲノム遺伝子およびピューロマイシン耐性遺伝子のコピー数を qPCR法にて解析
した。コントロール細胞の値を 1 と設定した際の各々のコピー数の相対変化を算出した。
データを平均±標準偏差（Standard Deviation; SD）で示す。B. PCR 法を用いて、ゲノム
DNA の SDHB Exon 2 KO サイトのゲノム増幅産物量の解析を行った。概略図は、PCR に
よって増幅された SDHB ゲノム部位を示す。C. シークエンシング法により SDHB ゲノム
Exon2 の配列の確認を行った。SDHB ゲノムの Exon2 の配列を示す。SDHB ノックアウト
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＃7および＃23細胞の SDHB Exon2の第 62塩基と第 63塩基にアデニン挿入が認められ、
それに伴い終止コドンが形成された。D. SDHB ノックアウト#7 及び SDHB ノックアウト
#23 における 2 本の SDHB 対立遺伝子の模式図を示す。E. SDHB、SDHA のタンパク質発
現レベルを示す。各細胞を播種してから 64 時間後に細胞抽出液を調整し、SDHB、SDHA


















































































図 2 SDHB ノックアウト細胞株の特性評価  
A. SDHB ノックアウト細胞における SDH 生成物のフマル酸の減少と基質のコハク酸の蓄
積。B. SDHB ノックアウト細胞における TCA サイクル中代謝産物の低下。C.SDHB ノッ
クアウト細胞におけるピルビン酸の減少と乳酸の蓄積。A, B, C. コントロール細胞、SDHB
ノックアウト細胞（＃7 および＃23）を播種し、48 時間および 96 時間後のフマル酸、コ
ハク酸、アスパラギン酸、リンゴ酸、クエン酸、アコニット酸、イソクエン酸、イソクエ
ン酸、α-ケトグルタル酸、ピルビン酸、乳酸の代謝物濃度を CE-MS を用いて測定した（n 
= 3）。データは平均±SD として示す。スチューデント t 検定とボンフェローニの補正を行
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い、有意差検定を行った（*P <0.05、** P <0.01、*** P <0.001）。D. SDHB ノックアウト
細胞における Oxygen Consumption Rate（OCR）の減少と Extracellular Acidification Rate
（ECAR）の上昇。OCR および ECAR を、細胞外フラックスアナライザーXF96 を用いて
測定した（n = 12 ）。  データは平均±SD として示す。コントロール細胞の OCR 値および
ECAR 値を 1 に設定し、SDHB ノックアウト細胞（＃7 および＃23）の OCR および ECAR
の相対値を算出した。E. SDHB ノックアウト細胞およびコントロール細胞をコンフルエン
トまで培養した時の培地の外観（G のタイムポイントとは異なる）。F. SDHB ノックアウ
ト細胞（＃7）およびコントロール細胞の播種の 24 時間後の細胞外乳酸濃度。データは平
均値±SD として表示した。スチューデント t 検定で、有意差検定を行った（ * P <0.05、** P 
<0.01、*** P <0.001）。G. コントロール細胞と SDHB ノックアウト細胞#7 の増殖速度の
比較。SDHB ノックアウト＃7 細胞およびコントロール細胞を播種し、4 日間培養した際
の相対的細胞増殖を、Day0 の細胞数を 1 と設定することによって算出した。データは平
均±SD（n = 3）で示す。H. SDHB ノックアウト細胞における解糖系代謝物量の増加を示す。
コントロール細胞、SDHB ノックアウト細胞（＃7 および＃23）播種し、48 時間及び 96
時間後の解糖系における代謝物を CE-MS を用いて測定した（n = 3）。I. SDHB ノックアウ
ト細胞におけるセリン合成経路に働く酵素 PHGDH、PSAT1、PSPH および-actin の発現
レベルを細胞播種の 64 時間後に細胞を回収し、ウェスタンブロッティングによって調べ
た。  
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図 3 SDHB ノックアウト細胞株の解糖系代謝への依存  
SDHB ノックアウト細胞およびコントロール細胞を通常のグルコース濃度（2g / L）、1/2
のグルコース濃度（1g / L）、およびグルコース無添加（0g / L）の条件下で培養した際（A）、
2DG（B）、Phenformin（C）、G6PD 阻害剤 Dehydroepiandrosterone（D）、GPD1/2 阻害
剤 5-Pentadecylresorcinol（E）、PHGDH 阻害剤 CBR-5884（F）及び LDHA 阻害剤 NHI-2
（G）を添加し、4 日後に細胞生存率を評価した。化合物無添加群を 100％に設定し、平均
±SD（n = 3）で示す。  


























































図 4 SDHB ノックアウト細胞株における TCA サイクルへのグルコース由来炭素源の寄与  
A. 模式図は、13C6-グルコース由来炭素源の PDH 、PC を介した TCA サイクル及びアスパ
ラギン酸合成への代謝動態を示す。青と赤の丸 (● , ● )は 13C 原子を表し、黒の丸 (●)は 12C
原子を表す。B. コントロール細胞と SDHB ノックアウト細胞における 13C6-グルコース由
来炭素源の PDH を介したフマル酸 (m + 2)とコハク酸(m + 2)の割合を示す。平均±SD と
して示す。C. コントロール細胞と SDHB ノックアウト細胞における 13C6-グルコース由来
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炭素源の PC を介したフマル酸 (m + 3)とコハク酸 (m + 3)の割合を示す。平均±SD として
示す。D. コントロール細胞と SDHB ノックアウト細胞における 13C6-グルコース由来炭素
源の PDH を介したリンゴ酸 (m + 2)、アスパラギン酸 (m + 2)及び PC を介したリンゴ酸(m + 
3)、アスパラギン酸 (m + 3)の割合を示す。平均±SD として示す。E. コントロール細胞と
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図 5 BET 阻害薬に対する SDHB ノックアウト細胞株の高感受性  
A, B SDHB ノックアウト細胞およびコントロール細胞に BET 阻害剤 JQ-1、 I-BET151、
I-BET762 および PFI-1 で処理し、4 日後に細胞生存率を評価した。化合物無添加群を 100％
に設定し、平均±SD（n = 3）で示す。GraphPad Prism バージョン 6 ソフトウェアを用い
て、GI50 を算出した。C. 細胞を JQ-1 で 38 時間処理し、SDHB、c-Myc、cleaved PARP
及び-actin の発現レベルをウエスタンブロッティングにより確認した。D. Caki-2 細胞に
SDHB を標的とする siRNA 或いはコントロール siRNA を導入し、48 時間後 JQ-1 を添加
し、その 3 日後に細胞生存率を評価した。コントロール群を 100％に設定した。データは
平均±SD（n = 3）で表す。Williams 法を用いて有意差検定を行った（N.S. not significant、
* P <0.025、** P <0.005、*** P <0.0005）。E. Caki-2 細胞に SDHB を標的とする siRNA 或
いはコントロール siRNA を導入し、48 時間後に細胞を回収した。SDHB 及び-actin の発
現レベルをウエスタンブロッティングにより確認した。F. SDHB ノックアウト細胞株にお
ける UDP-GlcNAc レベルの低下を示す。コントロール細胞、SDHB ノックアウト細胞（＃
7 および＃23）を播種し、48 時間および 96 時間後の UDP-GlcNAc レベルの代謝物濃度を
CE-MS を用いて測定した（n = 3）。データは平均±SD として示す。スチューデント t 検
定とボンフェローニの補正を行い、有意差検定を行った（ *P <0.05、 ** P <0.01、*** P 
<0.001）。G. コントロール細胞と SDHBノックアウト細胞株間の BET 阻害薬処理時の TCA
サイクルにおける代謝物レベル反応の相違を示す。コントロール細胞と SDHB ノックアウ
ト細胞を JQ-1 で処理し、48 時間後 CE-MS を用いて、コハク酸、フマル酸、リンゴ酸、
アスパラギン酸、クエン酸及び NADH / NAD +の代謝物濃度を測定した。データは平均±
SD（n = 3）で表す。Williams 法を用いて有意差検定を行った（N.S. not significant、* P <0.025、























V-ATPase 阻害薬が大腸がんなどの低レベルのカテプシン D を有するがんの有望な治療選
択となりうることが示唆された。  
さらに、カテプシン B、H、および L 阻害剤 E-64-d、カテプシン B 阻害剤 CA-074、カ
テプシン K 阻害剤 II、カテプシン L 阻害剤 CAA0225 およびカテプシン L 阻害剤 III など、
いくつかのカテプシン阻害剤も同様に、RCC4-vec 細胞において、V-ATPase 阻害薬

















我々は SDHB ノックアウト細胞を樹立し、SDHB 欠損がんの代謝プロファイルを明らか
にすることで、SDHB 欠損がんが TCA サイクル優位から解糖系優位へと代謝シフトするこ
とを見出した。また我々は、SDH 欠損がんの増殖は解糖系代謝及びグルタミノリシスの代
謝経路に依存することを明らかにし、Myc の downregulator である BET 阻害薬が SDHB
欠損がんの増殖を特異的に抑制することを発見した。本研究より、がんの診断の際に SDHB
の不活性型変異或いは SDHB低発現を患者層別バイオマーカーとして検出することができ
れば、それらのがんに BET 阻害剤が有効な治療薬として適応できる可能性が示された。  
また、我々はがん細胞株におけるカテプシン D 発現と V-ATPase 阻害薬への感受性に負
の相関があることを見出し、カテプシンの阻害やノックダウンによりがん細胞株の
V-ATPase 阻害薬への感受性が増大することを示した。また、V-ATPase 阻害薬はカテプシ
ン D 低発現がん細胞において、より強い AAR と ER ストレスの誘導及び mTOR シグナリ
ングの抑制をもたらせること、さらに正常組織と比べて、大腸がん患者の腫瘍組織でカテ






vivo 試験で検証したいと考えている。また、なぜ BET 阻害薬がこれらの SDHB 欠損がん
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